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Метою роботи було розробити ефективний спосіб культивування in vitro че-
решні сорту Gisela 5 (Prunus cerasus  Prunus canescens), яка є цінним сортом
підщепи в кліматичних умовах України, використовуючи методику з дода-
ванням рідкого поживного середовища на етапі видовження з подальшим уко-
ріненням. Вивчали вплив додавання рідкого поживного середовища (Quorin
& Lepoivre — QL) з гібереловою кислотою (ГК3) у трьох концентраціях
(0,5 мг/л, 1,0 мг/л та 1,5 мг/л) на третьому тижні культивування на середо-
вищі для розмноження з подальшим культивуванням протягом двох тижнів.
Також було досліджено вплив попереднього додавання рідкого поживного
середовища на ефективність подальшого вкорінення. Після завершення куль-
тивування проводили заміри ростових показників рослин. Показано, що до-
давання 5 мл рідкого поживного середовища з 1 мг/л ГК3 виявилось най-
ефективнішим, з високою кількістю отриманих пагонів для вкорінення. У
варіанті з ГК3 1,5 мг/л спостерігали збільшення кількості пагонів з некро-
тичними проявами та з ознаками гіпергідратації (вітрифікації), такі пагони
непридатні для подальшого вкорінення або клонального розмноження. Вва-
жається, що це було спричинене збільшенням рівня вологості в ємності з
експлантатами та концентрації ГК3. Встановлено залежність укорінення від
попереднього додавання рідкого поживного середовища з ГК3, внаслідок
якого збільшується загальна кількість коренів, їхня довжина і загальна
кількість укорінених експлантатів порівняно з контрольним варіантом. Це,
насамперед, покращить подальшу адаптацію рослин до умов ex vitro, проте
чіткої залежності від концентрації ГК3 не виявлено.

Ключові слова: підщепа черешні Gisela 5, in vitro, рідке поживне середовище,
видовження пагонів, клональне розмноження, вкорінення, регулятори росту
рослин, гіберелова кислота.

Сучасне ведення сільського господарства потребує вирощування
якісного, безвірусного рослинного матеріалу, який можна отримати
культивуванням рослин in vitro. Такий метод дає змогу вирощувати
велику кількість рослин, інтенсивно їх розмножувати, зберігати сор-
тові особливості та одержувати якісний рослинний матеріал [1].
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Карликові й напівкарликові підщепи сприяють підвищенню
ефективності та якості плодів порівняно зі стандартними підщепами.
Карликова підщепа черешні Gisela 5 була отримана від схрещування
Prunus cerasus  Prunus canescens в Гіссенському університеті імені
Юстуса Лібіха [2]. Відомо, що Gisela 5 сповільнювала ріст у висоту до
50 % або й більше щодо сорту Mazzard [3]. Крім того, ця підщепа
пришвидшувала цвітіння та плодоношення [4—7].

На ефективність культивування рослин in vitro впливає багато
чинників: склад поживного середовища, якість води, джерела карбо-
ну, регулятори росту, вітаміни тощо. Дуже важливими є умови куль-
тивування: температура, вологість, освітлення і фотоперіод, дотри-
мання чистоти й стерильності приміщення, правильне поводження з
рослинами при підготовці їх до висаджування, контроль мікробного
забруднення, вітрифікації, некрозу пагонів тощо [1].

Метою даної роботи було розробити ефективний спосіб і мето-
дику культивування черешні сорту Gisela 5 в умовах in vitro з ураху-
ванням комерційних потреб та здешевлення процесу виробництва
без погіршення якості рослинного матеріалу. Для підвищення ефек-
тивності культивування Gisela 5 було досліджено вплив додавання
рідкого поживного середовища, яке містило регулятор росту ГК3 у
різних концентраціях, на проліферацію пагонів і подальшу успіш-
ність їхнього вкорінення.

Методика

1. Рослинний матеріал. Стерильний рослинний матеріал черешні
Gisela 5 (Gi1482) in vitro був отриманий від CDB (Об’єднання розсад-
ників Німеччини, www.cdb-rootstocks.com) у відповідності до ліцензії,
виданої для ТзОВ Долина Агро від 6.12.2019.

2. Склад і приготування поживного середовища. Для приготування
середовища використовували очищену за допомогою зворотного ос-
мосу воду. Мікроелементи, макроелементи та вітаміни додавали згід-
но з протоколами, які наведені в табл. 1. Усі інгредієнти середовища
були придбані у Duchefa Biochemie B.V. Базові розчини зберігали у
темряві за 4—7 C до двох місяців або відповідно до рекомендацій ви-
робника. Середовища стерилізували в автоклаві ВК-75 за 121 C
упродовж 20 хв. Готове до використання середовище зберігали за
температури 20±2 C не довше двох тижнів після приготування.

2.1. Поживне середовище для клонального розмноження. Для кло-
нального розмноження використовували макроелементи QL [8] і мо-
дифіковані мікроелементи QL [1] з 100 мг/л FeEDDHA, вітаміни за
Walkey [9] (див. табл. 1), також 6-бензиламінопурин (БАП) — 0,5 мг/л,
метатополін (MT) — 0,5 мг/л, індоліл-3-масляну кислоту (IМК) —
0,1 мг/л, агар — 5.0 г/л, сахарозу — 3 %, рН 5,5.

2.2. Поживне середовище для видовження. Поживне середовище для
видовження містило розведені удвічі макроелементи QL і модифіковані
мікроелементи QL з 100 мг/л FeEDDHA, вітаміни за Walkey (див.
табл. 1), ГК3 — 1 мг/л, IМК — 0,1 мг/л, агар — 5,0 г/л, сахарозу — 3 %,
рН 5,5. Рідке середовище використовували аналогічного складу,
окрім ГК3, яку застосовували у трьох варіантах: 0,5, 1,0 і 1,5 мг/л.
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ження, нижні листки також відрізали, залишаючи на верхівці 2—3
листки. Готові до висадки пагони переміщали в агаризоване середо-
вище (див. рис. 1, 2).

3.4. Культивування рослин. Культивування експлантатів здійсню-
вали за такою схемою. Пагони поділили на дві групи. Першу групу
висадили на середовище для клонального розмноження і культивува-
ли протягом трьох тижнів, на третьому тижні вносили рідке середо-
вище у трьох варіантах з ГК3 у концентрації 0,5, 1,0 та 1,5 мг/л, і
культивували додатково два тижні.

Другу групу висадили на середовище для видовження і культи-
вували упродовж п’яти тижнів. Після завершення культивування про-
водили заміри ростових параметрів і висаджували пагони на середови-
ще для вкорінення з подальшим культивуванням упродовж чотирьох
тижнів. Схему культивування наведено на рис. 3. Важливо відзначи-
ти, що цей процес може бути циклічним при комерційному вирощу-
ванні, оскільки на етапах видовження і клонального розмноження
розміри пагонів часто варіюють за довжиною.

Культивували в спеціальних приміщеннях з підтриманням зада-
ної температури, вологості і циркуляції повітря, обладнаних стела-
жами з освітленням. Двічі на тиждень проводили дезінфекцію при-
міщення шляхом озонування, вологого прибирання та дезінфекції
(етанол 95 %) стелажів.

Експлантати культивували упродовж чотирьох тижнів. У варіанті
з додаванням на третьому тижні рідкого поживного середовища куль-
тивували додатково два тижні за температури 22±1 С, фотоперіоду
16 год. Для освітлення (3000 лк) використовували світлодіодні лампи
холодного білого світла.

Результати та обговорення

Етап видовження і додавання рідкого поживного середовища. Етап
видовження важливий для подальшого успішного вкорінення. За
дослідження впливу додавання рідкого поживного середовища, як
визначальний показник використовували кількість пагонів на екс-
плантатах на цьому етапі.

На підставі отриманих результатів, наведених у табл. 2 і рис. 4,
можна зробити висновок, що додавання рідкого поживного середо-
вища у всіх варіантах збільшувало довжину пагонів та їхню кількість.
У варіанті з ГК3 1,0 мг/л було отримано найбільшу кількість пагонів,
придатних для вкорінення. Проте у всіх досліджуваних варіантах та-
кож підвищувалась кількість пагонів з проявами некрозу на верхівках
і вітрифікованих листків. Пагони з некротичними проявами і вітри-
фікацією непридатні для подальшого вкорінення, також такі пагони
не використовують для подальшого клонального розмноження. При-
чиною таких змін могла бути надто висока концентрація регулятора
росту. Зокрема у варіанті з найвищою досліджуваною концентрацією
ГК3 1,5 мг/л виявлено найбільшу кількість таких пагонів.

Важливо також відзначити, що в кожному з варіантів були пагони,
придатні для клонального розмноження, вкорінення та видовження, що
дало змогу підтримувати циклічний процес культивування, висаджуючи
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для регенерації деревних порід in vitro і обов’язковим для більшості
генотипів за адаптації до умов еx vitro [16]. Iндоліл-3-масляна кисло-
та — незамінний ауксин, який використовується для індукції коренів
in vitro, оскільки він толерантніший до фотодеградації та інактивації
IОК-оксидазою [17]. Проте на даний час вплив ГК3 на ефективність
вкорінення in vitro досліджений недостатньо. Відомо, що обробка па-
гонів Salvia miltiorrhiza розчином ГК3 прискорювала проліферацію
бічних коренів [18]. Однак для встановлення тривалого впливу об-
робки ГК3 та впливу попередньої обробки на ростові процеси екс-
плантатів через один або декілька пасажів культивування in vitro по-
трібні додаткові дослідження.

Таким чином, на підставі результатів проведених досліджень
можна стверджувати, що додавання рідкого поживного середовища з
ГК3 підвищує ростові показники експлантатів порівняно зі звичай-
ним культивуванням лише на агаризованому середовищі. Такий
метод дає змогу за меншу кількість часу культивувати більшу кіль-
кість експлантатів, пропускаючи етап елонгації на агаризованому
середовищі, що скорочує культивування з 10 тижнів до 5 на етапах
клонального розмноження і видовження (див. рис. 3). Важливою
складовою культивування є контроль ознак некрозу і вітрифікації.
Результати наших досліджень показали, що у варіанті з додаванням
рідкого поживного середовища з ГК3 1,5 мг/л ці показники були
найвищими, тобто значна частина рослин була непридатною для по-
дальшої роботи. Встановлено також пролонгований ефект додавання
рідкого поживного середовища під час етапу видовження на агаризо-
ваному середовищі на ефективність укорінення. Пагони, які культи-
вували з додаванням ГК3 на попередніх етапах, мали кращі ростові
характеристики ніж рослини, які були взяті з етапу клонального роз-
множення.
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EFFECT OF ADDING LIQUID NUTRIENT MEDIUM AT CULTIVATION OF
PRUNUS CULTIVAR GISELLA 5 UNDER IN VITRO CONDITIONS

S.O. Baziuk, M.S. Kobyletska

Ivan Franko Lviv National University
4 Hrushevskoho St., Lviv, 79005, Ukraine
e-mail: stasbazyuk@gmail.com

The aim of the study was to develop an effective method of in vitro cultivation of cherry cul-
tivar Gisela 5 (Prunus cerasus  Prunus canescens), which is a valuable rootstock variety in
the climatic conditions of Ukraine, using the method of adding liquid nutrient medium at
the stage of elongation and further rooting stage. The effect of adding liquid nutrient medi-
um (Quorin & Lepoivre — QL) with gibberellic acid (GA3) at three concentrations (0.5
mg/l, 1.0 mg/l and 1.5 mg/l) when added on the third week of cultivation on the medium
for multiplication was studied with subsequent cultivation for two weeks. Also, the effect of
pre-addition of liquid nutrient medium on the effectiveness of subsequent rooting was inves-
tigated. It was shown that the addition of 5 ml of liquid nutrient medium with 1 mg/l GA3
was the most effective, with a high number of plants obtained for rooting. In the case of GA3
1.5 mg/l the number of shoots with necrotic manifestations and signs of hyperhydration (vit-
rification) increased, such shoots are unsuitable for further rooting or multiplication. It was
supposed that the reason for this was the increase in humidity in the container with plants,
and the high concentration of GA3. The dependence of rooting on the previous addition of
liquid nutrient medium with GA3 was evaluated, with an increase in total roots, root length
and total number of rooted plants compared to the control, which in turn will improve fur-
ther adaptation of plants to ex vitro conditions, but a clear dependence on concentration GA3
was not observed.

Key words: Gisela 5 cherry rootstock, in vitro, liquid nutrient media, elongation, multiplica-
tion, rooting, plant growth regulators, gibberellic acid.
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